拟穴青蟹抗菌肽SCY2在毕赤酵母中的表达及其抗菌活性 by 彭会 et al.
第 33卷第 2期 大 连 海 洋 大 学 学 报 Vol ． 33No ． 2
2 0 1 8 年 4 月 JOURNAL OF DALIAN OCEAN UNIVERSITY Apr ． 2 0 1 8
DOI:10．16535 / j．cnki．dlhyxb．2018．02．003 文章编号:2095－1388(2018)02－0151－07
拟穴青蟹抗菌肽 SCY2在毕赤酵母中
的表达及其抗菌活性
彭会1、2，刘杰1，陈慧芸1
(1. 厦门大学 海洋与地球学院，福建 厦门 361102;2. 海洋生物制备技术国家地方联合工程实验室，福建 厦门 361102)
摘要:为深入研究拟穴青蟹 Scylla paramamosain 阴离子抗菌肽 SCY2 的抗菌活性，将抗菌肽 SCY2 的成熟
肽序列与毕赤酵母 Pichia pastoris的 pPIC9K质粒连接，构建了分泌型表达载体 pPIC9K－SCY2，用电击法将
其转化至毕赤酵母 GS115菌株中，经甲醇诱导表达和亲和纯化后获得目的蛋白，并进行质谱鉴定和抗菌活
性分析。结果表明:本研究中成功构建了重组毕赤酵母菌株 GS115 /pPIC9K－SCY2，用 0. 5%甲醇诱导表达
24 h后，分泌表达上清液中获得了相对分子质量约 11 000的稳定表达产物，与预期的抗菌肽 SCY2 成熟肽
的大小相符;纯化后的目的蛋白经质谱鉴定，有 6 个肽段的氨基酸序列与预期一致;抗菌活性结果表明，
抗菌肽 SCY2能抑制革兰氏阳性菌生长，对被测的革兰氏阴性菌无抑杀活性 (＞50 μmol /L) ;抗菌肽 SCY2
同抗生素进行协同抗菌试验，发现 SCY2与四环素协同使用对荧光假单胞菌 Pseudomonas fluorescens 的抑杀
存在协同作用，SCY2与青霉素协同使用对施氏假单胞菌 Pseudomonas stutzeri的抑杀具有增强作用。研究表
明，较低浓度的抗生素与抗菌肽协同使用可有效地减少抗生素的使用，降低食品中抗生素的残留风险。
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抗生素作为抗菌药物是目前人类使用最广泛的
预防和治疗病原微生物感染的手段之一。然而由于
抗生素长期过量使用所引起的细菌耐药性问题已成
为全球公共健康问题［1－2］。寻找抗生素的有效替代
品是国内外农业、医学等领域的研究热点之一。抗
菌肽是一类从生物体中分离的、具有广谱抗微生物
活性的小分子多肽，已证实是生物体先天免疫系统
的重要组成成分，被科学家誉为 “天然抗生
素”［3－5］。目前，抗菌肽在细菌［6］、植物［7］、昆
虫［8］和脊椎动物［9］等多种生物体中均有发现，截
至 2013 年，在真核生物中已经发现报道了超过
2000种抗菌肽［10］。
SCY2 是从雄性拟穴青蟹 Scylla paramamosain
生殖腺中发现的一种阴离子抗菌肽，本课题组在对
青蟹新型抗菌肽 Scygonadin的研究过程中，在拟穴
青蟹中克隆获得了与 Scygonadin 具有 65. 08%同源
性的 cDNA 序列［11－12］，命名为 SCY2 基因 (Gen-
Bank 登录号:EF555444)。与 Scygonadin 基因组
DNA相似，SCY2基因组 DNA同样由 3个外显子和
2个内含子基因组成。运用 ProtParam 工具分析结
果显示，SCY2成熟肽含有 100 个氨基酸残基，平
均相对分子量为 10 925 400，等电点 PI 为 4. 84，
为阴离子抗菌肽［12－13］。厦门大学海洋生物制备技
术国家地方联合工程实验室研究发现，SCY2 是在
拟穴青蟹雄性射精管显著高表达的抗菌肽基因，交
配后射精管中 SCY2 基因表达低于交配前，而在雌
蟹阴道及纳精囊中交配后 SCY2 基因表达量高于交
配前，Western Blot与免疫荧光检测结果证实 SCY2
蛋白从雄蟹体内转移到了雌蟹中，提示抗菌肽
SCY2在交配过程中可能起到保护精子免受细菌感
染的作用［13］。因此，拟穴青蟹抗菌肽 SCY2 可能
在青蟹的生殖免疫中起着重要作用［13］。
本研究中构建了真核表达载体 pPIC9K－SCY2，
在毕赤酵母 Pichia pastoris GS115 菌株中诱导表达
获得重组蛋白，对获得的重组蛋白纯化后进行基质
辅助激光解吸 /离子化飞行时间质谱分析，同时用
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纯化后得到的重组蛋白测定抗菌活性，以便阐明获
得的抗菌肽 SCY2的抗菌活性和抗菌谱。
1 材料与方法
1. 1 材料
1. 1. 1 载体和菌株 真核表达用菌株、质粒和抗
菌试验用菌株、毕赤酵母菌株 GS115、表达载体
pPIC9K均购自 Invitrogen 公司;大肠杆菌 DH5α 感
受态细胞由厦门大学海洋生物制备技术国家地方联
合工程实验室制备保存。
抗菌试验用菌株:大肠杆菌模式株 Escherichia
coli、施氏假单胞菌 Pseudomonas stutzeri、荧光假单
胞菌 Pseudomonas fluorescens、弗氏志贺氏菌 Shigel-
la flexneri、金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus、
藤黄微球菌 Micrococcus luteus、溶壁微球菌 Micro-
coccus lysodeikticus 和谷氨酸棒杆菌 Corynebacterium
glutamicum均购自中国科学院微生物研究所菌种保
藏中心 (CGMCC)。
1. 1. 2 主要试剂 HisTrapTM FF crude 5 mL 购自
GE公司;凝胶回收试剂盒、质粒小量提取试剂盒
购自东盛公司;DNA Ligation Kit、限制性内切酶购
自 TaKaRa公司;FastPfu 聚合酶购自全式金公司;
Bradford蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术
研究所;胰蛋白胨、酵母粉均购自 OXOID 公司;
琼脂糖为 Promega公司产品;YNB (无氨基酵母氮
源)、D－山梨醇均购自索莱宝公司;其他蛋白表达
与纯化相关试剂均为国产分析纯。
1. 2 方法
1. 2. 1 pPIC9K － SCY2 表达载体的构建 根据
pPIC9K载体多克隆位点和真核表达载体 pPIC9K－
SCY2的目的基因序列，设计上下游引物。上游引
物为 F1:GGGGAATTCGGCCTGGCACTCAACAGAC-
TTATG;下游引物为 R1:ATGCGGCCGCTCAATG-
GTGATGGTGATGATGGTAGGAAGCAAGCCAGTCCTC-
GAGGTC。其中，划线部分分别为 EcoRⅠ和 NotⅠ
的酶切位点，终止密码子前引入组氨酸标签，斜体
部分为 6×His序列。
以本实验室前期已获得的 SCY2 序列 (Gen-
Bank登录号:EF555444)为模板，F1和 R1 为上、
下游引物，用 FastPfu 聚合酶进行 PCR 扩增 SCY2
目的片段。对获得的目的片段进行凝胶回收后，利
用 EcoRⅠ和 NotⅠ内切酶对目的片段进行酶切，同
时对制备的 pPIC9K真核表达载体同样使用 EcoRⅠ
和 NotⅠ内切酶进行酶切。使用凝胶回收试剂盒将
酶切后的 SCY2 目的片段和 pPIC9K 真核表达载体
分别进行回收后，将具有相同黏性末端的 SCY2 目
的片段和 pPIC9K真核表达载体以及 T4 DNA 连接
酶在 16 ℃下进行连接，转化至大肠杆菌 DH5α 感
受态细胞中，涂布于含有 Amp 的 LB 琼脂平板上，
于 37 ℃下培养过夜。挑取单克隆 PCR扩增鉴定阳
性克隆，并送至英潍捷基贸易有限公司进行测序。
1. 2. 2 pPIC9K－SCY2载体的转化和鉴定 将测序
正确的 pPIC9K－SCY2表达载体用 SacⅠ限制性内切
酶线性化，将线性化的表达载体电转化至毕赤酵母
GS115感受态细胞中。将转化后的细胞涂布于 MD
平板上，于 28 ℃下培养 2 d 至产生单克隆，挑取
单克隆进行 PCR 扩增，验证目的基因片段是否插
入酵母基因组中，选取阳性克隆进行摇瓶培养，保
种于超低温冰箱 (－80 ℃)中，以备后续表达使
用。
1. 2. 3 抗菌肽 SCY2 的真核表达和纯化 将保种
于超低温冰箱中的菌株 GS115 /pPIC9K－SCY2 划线
于 YPD平板，挑取单克隆接种于 20 mL YPD 培养
基中，于 30 ℃下以 230 r /min 振荡培养约 20 h 至
对数生长期。将培养液转入 400 mL BMGY (pH
6. 0)培养基中继续培养，于 30 ℃下以 230 r /min
振荡培养至对数生长期，测定 OD600 nm达到 2. 0 ～
6. 0时，在室温条件下以 2000 g离心收集细胞。将
离心后收集到的细胞重悬于等体积 BMMY 表达培
养基中，于 28 ℃ 下以 230 r /min，用终浓度为
0. 5%的甲醇诱导表达 24 h，离心收集培养基上清
液。取 450 μL培养上清液，加入 50 μL的 100%三
氯乙酸 (TCA)浓缩，采用 SDS－PAGE 电泳分析
蛋白的表达量。将其余的上清液于 4 ℃下在磷酸盐
缓冲液中透析 2 ～ 3 次，对透析后的上清液进行离
心，经 0. 45 μm滤膜过滤后上柱纯化。
用 5 ～ 10 个柱体积 Milli － Q 水清洗预装柱
(HisTrapTM FF Crude 5 mL) ，接着用 5 ～ 10 个柱体
积平衡缓冲液 (20 mmol /L磷酸缓冲液+50 mmol /L
NaCl+10 mmol /L 咪唑，pH 8. 0)平衡 HisTrap 层
析柱，将过滤后的上清液以 2 mL /min 全部上柱，
同时收集流穿样品;然后用 3 ～ 5 个柱体积的平衡
缓冲液过柱，洗去未结合的蛋白;用洗脱缓冲液
(20 mmol /L 磷酸缓冲液 + 150 mmol /L NaCl + 300
mmol /L 咪唑，pH 8. 0)过柱，洗脱目的蛋白收集
洗脱峰，取少量进行 SDS － PAGE 电泳鉴定。经
SDS－PAGE电泳后，切胶回收相对分子质量为 11
000的目的蛋白条带，用液相分离－基质辅助激光
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解析串联飞行时间质谱仪 (LC － MALDI － TOF －
TOF)及数据库搜索对目的蛋白进行鉴定。
1. 2. 4 抗菌肽 SCY2 最小抑菌浓度的测定 最小
抑菌浓度 (Minimal inhibitory concentration，MIC)
的测定在 96孔细胞培养板上进行［14－15］。取被测细
菌，在营养肉汤平板上划线，培养过夜;挑取 2～3
个克隆接种于 MH 培养基的固体斜面，继续培养
12 ～ 16 h;用 10 mmol /L 磷酸钠盐缓冲液 (pH
7. 2)冲洗新鲜制备的 MH 细菌斜面培养物，调整
OD600 nm值为 0. 003。设置阳性对照组、空白对照组
和待测样品试验组。其中，阳性对照组为 50 μL磷
酸钠盐缓冲液和 50 μL含 MH培养液的菌悬液;空
白对照组为 50 μL待测蛋白样品和 50 μL磷酸钠盐
缓冲液;样品试验组为 50 μL 待测蛋白样品和 50
μL含 MH培养液的菌悬液。
细菌在最适条件下培养 24～48 h后，观察 MIC
结果。以上试验重复 3次，每次每种被测菌设 2 个
平行样。
1. 2. 5 抗菌肽 SCY2 与抗生素的协同抗菌作用试
验 运用棋盘法［16－17］测定抗菌肽与试验用抗生素
之间的协同抗菌作用。连续 2倍稀释抗菌肽和抗生
素的浓度为 1 /32MIC～1 /2MIC，将稀释后的抗菌肽
和抗生素分别添加 25 μL 到 96 孔细胞培养板中与
50 μL细菌混合均匀，每种被测菌设置阳性对照
组、空白对照组和待测样品试验组。其中阳性对照
组加 50 μL磷酸钠盐缓冲液和 50 μL菌悬液;空白
对照组 (抗菌肽)加 50 μL 待测抗菌肽样品和 50
μL磷酸钠盐缓冲液;空白对照组 (抗生素)加 50
μL待测抗生素样品和 50 μL 磷酸钠盐缓冲液;样
品试验组分别向 96 孔细胞培养板中顺序加入 25
μL 1 /32×MIC～1×MIC待测抗菌肽样品和 25 μL 待
测抗生素样品，以及 50 μL菌悬液。
在细菌最适条件下共孵 24～48 h后，观察 MIC
结果。以上试验重复 3次，每次每种被测菌设 2 个
平行样。
抗菌肽与抗生素之间的抗菌作用可用分级抑制
浓度指数 (Fractional inhibitory concentration index，
FICI)来定量检测，FICI的计算公式为［16－17］
FICI =
A试剂在混合体系中的 MIC
A试剂单独的 MIC
+
B试剂在混合体系中的 MIC
B试剂单独的 MIC
。
通过 FICI 可以得到 A 和 B 两种试剂之间的相互关
系［16－17］:当 FICI≤0. 5时，A试剂和 B试剂间存在
协同作用;当 0. 5＜FICI≤1时，A试剂和 B 试剂间
存在增强作用;当 1＜FICI＜4 时，A 试剂和 B 试剂
间不存在相互作用;当 FICI≥4时，A 试剂和 B 试
剂间存在拮抗作用。
2 结果与分析
2. 1 重组表达载体的构建与鉴定
利用特异性引物 F1和 R1扩增 SCY2 成熟肽基
因，用 15 g /L琼脂糖凝胶电泳分析，PCR 扩增出
一条约 300 bp的条带 (图 1－A) ，与预期目的条带
大小相符。将 PCR产物用限制性内切酶 EcoRⅠ和
NotⅠ做双酶切，用凝胶回收试剂盒回收酶切后的
目的基因片段。表达载体 pPIC9K同样经过 EcoRⅠ
和 NotⅠ双酶切后，用 8 g /L 琼脂糖凝胶电泳检测
酶切效率 (图 1－B) ，酶切前的 pPIC9K 质粒为环
状，酶切后的 pPIC9K 为清晰且单一的条带，长度
约 9 000 bp，与实际大小相符。将 PCR 扩增的
SCY2目的基因用 EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切后与经同
样双酶切的载体 pPIC9K 连接，并转化至大肠杆菌
DH5α 中，重组表达载体 pPIC9K － SCY2 经转化、
涂板、菌液 PCR 鉴定，得到的阳性克隆片段长度
约 300 bp (图 1－C) ，与预期大小相符。
注:M1为 DL2000 DNA Marker;M2为 λHindⅢ DNA Marker;1
为 SCY2成熟肽基因扩增片段;2 为酶切前 pPIC9K 质粒;3 为
pPIC9K经 EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切后产物;4～7分别为 pPIC9K－
SCY2重组载体阳性克隆;8为阴性对照
Note:M1，DL2000 DNA Marker;M2，λHindⅢ DNA Marker;
1，PCR amplification of SCY2 mature gene;2，plasmid pPIC9K;
3，plasmid pPIC9K digested with EcoRⅠand NotⅠ;4－7，posi-
tive clone of pPIC9K－SCY2;8，negative control
图 1 重组载体 pPIC9K－SCY2的构建与鉴定
Fig. 1 Construction and identification of recombinant
vector plasmid pPIC9K－SCY2
选择阳性克隆送至英潍捷基贸易有限公司进行
测序，测序结果用 DNAssist 软件进行分析，分析
结果表明，目的基因同载体的连接正确，其核苷酸
的开放阅读框 (ORF)编码连续，与预期要表达
的抗菌肽 SCY2成熟肽的氨基酸序列相符合。真核
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重组表达载体 pPIC9K－SCY2 采用 AOX1 启动子，
酵母信号肽 α－factor 因子引导目的基因的分泌表
达，在 C－末端设计带有 6×His－Tag，便于对表达
所得到抗菌肽进行亲和层析纯化。重组质粒载体
pPIC9K－SCY2的构建如图 2所示。
图 2 pPIC9K－SCY2重组质粒载体的构建示意图
Fig. 2 Schematic representation of the vector of
pPIC9K－SCY2
2. 2 SCY2在毕赤酵母中的分泌表达
将 pPIC9K － SCY2 重组质粒转化至毕赤酵母
GS115后，挑取单克隆菌株在 10 mL YPD 培养基
中培养至对数生长期，取 2 mL 培养液转入 40 mL
BMGY培养基中继续培养至 OD600 nm达到 2. 0 ～ 6. 0
时，离心收集菌体，转入等体积的表达培养基
(BMMY培养基)中用 0. 5%甲醇诱导表达 96 h，
结果如图 3 所示。甲醇诱导后在相对分子质量约
11 000的位置出现 1条蛋白相对分子质量条带，与
预测目的蛋白 SCY2分子量相当，且在诱导表达 12
h时即可检测到目的蛋白 SCY2的表达，在 24 h 已
获得高表达，之后目的蛋白表达量稳定，且无明显
变化。
注:M为预染蛋白Marker 26616 (Thermo Scientific公司) ;1～6
各泳道分别为重组表达载体 pPIC9K－SCY2转化至毕赤酵母后，
在 0、12、24、48、72、96 h时目的蛋白的表达
Note:M，prestained protein Marker 26616 (Thermo Scientific) ;
1－6，samples are taken from cultures of GS115 /pPIC9K－SCY2 at
0，12，24，48，72 and 96 h of induction，respectively
图 3 SCY2在毕赤酵母 GS115中的分泌表达
Fig. 3 SDS － PAGE analysis of SCY2 expression in
yeast Pichia pastoris GS115
2. 3 重组蛋白 SCY2的纯化
重组毕赤酵母菌株 GS115 /pPIC9K－SCY2 诱导
表达 24 h 后，离心去沉淀，收集胞外上清液。镍
离子螯合亲和层析柱亲和纯化，用低浓度咪唑
(10 mmol /L)洗脱杂蛋白，用高浓度咪唑 (300
mmol /L)洗脱螯合的目的蛋白 SCY2，将诱导表达
产物、纯化的流出组分和洗脱组分进行 SDS－PAGE
电泳 (图 4) ，结果显示，相对分子量约 11 000 的
SCY2重组蛋白能够特异性地与镍离子螯合亲和层
析柱结合，在较高浓度的咪唑溶液竞争洗涤后，目
的蛋白 SCY2被洗脱。
注:M为预染蛋白 Marker 26616;1 为重组毕赤酵母 GS115 /
pPIC9K－SCY2的发酵上清液;2为流出组分;3为洗脱组分
Note:M，prestained protein Marker 26616;1，samples from su-
pernatants of CS115 /pPIC9K－SCY2;2，samples from flow through
fractions;3，elution fractions with 300 mmol /L imidazole
图 4 SCY2蛋白的纯化
Fig. 4 SDS－PAGE analysis of the SCY2 purification
2. 4 肽指纹图谱的分析
将获得的 SCY2 目的条带切胶后用胰酶酶解，
用液相分离－基质辅助激光解析串联飞行时间质谱
仪 (LC－MALDI－TOF－TOF)鉴定后，在数据库中
搜索比对序列并进行分析 (表 1)。从表 1 可见:
检测到 6 段质子分子量分别为1607. 809 3 MH+、
2021. 081 1 MH +、2053. 961 2 MH +、2069. 943 8
MH+、2246. 056 9 MH+和3027. 559 3 MH+，其对
应于美国国家生物技术信息中心数据库中 SCY2 前
体肽 (GenBank 登录号:ABU40184. 1)的位置分
别为82～ 96、82 ～ 100、64 ～ 81、64 ～ 81、106 ～ 124
和 35 ～ 63。在 SCY2 前体肽序列中，SCY2 成熟肽
的对应位置为 25 ～ 124，如上质谱检测到的 6 段肽
段共 85个氨基酸与编码的 SCY2 成熟肽序列完全
相同，占 SCY2成熟肽序列的 85%。结果表明，获
得的目的蛋白即为拟穴青蟹抗菌肽 SCY2。
2. 5 重组 SCY2的抗菌活性
将重组 SCY2 蛋白溶液分别倍比稀释至 1. 6 ～
50. 0 μmol /L，与等体积的菌悬液共同孵育 24 h 或
48 h后观察最小抑菌浓度 (MIC)［14－15］。对 8 种细
菌测定的 MIC结果显示 (表 2) ，真核表达的抗菌
451 大 连 海 洋 大 学 学 报 第 33卷
表 1 SCY2酶解指纹MALDI－TOF－MS图谱与从 cDNA推导的 SCY2前体肽序列 (GenBank登录号:ABU40184. 1)
的匹配情况
Tab. 1 Matching of SCY2 MALDI－TOF－MS fingerprint to amino acid sequence deduced from SCY2 (GenBank No.:
ABU40184. 1)
计算分子量 calc. mass 检测分子量 observ. mass 位置 position 对应的肽序列 peptide sequence
1607. 8163 1607. 8093 82～96 FVGEGTSEVELEALK
2021. 0549 2021. 0811 82～100 FVGEGTSEVELEALKGSIR
2053. 9470 2053. 9612 64～81 QPEGIYTAVMSCASWTPR
2069. 9419 2069. 9438 64～81 QPEGIYTAVMSCASWTPR
2246. 0500 2246. 0569 106～124 ASDYQLLSKEDLEDWLASY
3027. 5278 3027. 5593 35～63 AVDAIVYMVGQQDAGVSLLGHPCLVESAK
表 2 SCY2真核重组表达产物的抗菌活性
Tab. 2 Antimicrobial activities of SCY2 expressed product
in GS115
菌株
microorganism
中国微生物菌
种保藏编号
CGMCC No.
SCY2 /
(μmol·L－1)
MIC
革兰氏阴性菌 Gram－negative bacteria
荧光假单胞菌
Pseudomonas fluorescens
1. 0032 ＞50
施氏假单胞菌
Pseudomonas stutzeri
1. 1803 ＞50
大肠杆菌模式株
Escherichia coli
1. 2389 ＞50
弗氏志贺氏菌
Shigella flexneri
1. 1868 ＞50
革兰氏阳性菌 Gram－positive bacteria
谷氨酸棒杆菌
Corynebacterium glutamicum
1. 1886 25～50
藤黄微球菌
Micrococcus luteus
1. 290 25～50
金黄色葡萄球菌
Staphylococcus aureus
1. 363 12. 5～25. 0
溶壁微球菌
Micrococcus lysodeikticus
1. 634 12. 5～25. 0
肽 SCY2能抑制革兰氏阳性菌的生长，对被测的革
兰氏阴性菌无抑杀活性。其中 SCY2 对被测的革兰
氏阳性菌如金黄色葡萄球菌和溶壁微球菌具有较好
抗菌活性 (MIC为 12. 5～25. 0 μmol /L) ，对藤黄微
球菌、谷氨酸棒杆菌具有一定的抗菌活性 (MIC
为 25～50 μmol /L) ;对被测的革兰氏阴性菌无抑杀
活性 (＞50 μmol /L)。
2. 6 抗菌肽 SCY2与抗生素的协同抗菌作用
采用液体倍比稀释法分别对抗生素和抗菌肽进
行稀释，得到浓度分别为 1 /32×MIC、1 /16×MIC、
1 /8×MIC、1 /4×MIC、1 /2×MIC、1×MIC 的抗生素
及抗菌肽，将抗生素、抗菌肽和待测菌株分别加入
到 96孔细胞培养板中，测定了抗菌肽 SCY2 与青
霉素、链霉素和四环素对大肠杆菌模式菌株、荧光
假单胞菌、弗氏志贺氏菌和施氏假单胞菌的协同抗
菌结果 (表 3)。结果显示，抗菌肽 SCY2 与四环
素对荧光假单胞菌有协同抑菌作用 (FICI =
0. 266) ，SCY2与青霉素对施氏假单胞菌的抑杀有
增强作用 (FICI = 0. 508)。
表 3 抗菌肽 SCY2和抗生素对被测细菌的协同抗菌试验
Tab. 3 Minimal inhibitory concentration (MIC)and fractional inhibitory concentration index (FICI)of SCY2 and anti-
biotics synergistic against the test bacterial strains
微生物
microorganism
中国微生物菌种保
藏编号 CGMCC No.
混合体系中 MIC /(μmol·L－1)
抗生素 antibiotic 抗菌肽 antibacterial peptide
FIC指数
FICI
大肠杆菌模式菌株
Escherichia coli
1. 2389
青霉素
链霉素
50. 0
25. 0
SCY2
50. 0
1. 6
2. 000
1. 031
荧光假单胞菌
Pseudomonas fluorescens
1. 0032
青霉素
四环素
12. 5
6. 25
SCY2
0. 8
0. 8
1. 016
0. 266
弗氏志贺氏菌
Shigella flexneri
1. 1868 青霉素 25. 0 SCY2 50. 0 2. 000
施氏假单胞菌
Pseudomonas stutzeri
1. 1803 青霉素 12. 5 SCY2 0. 4 0. 508
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3 讨论
抗生素为人类的健康生存和发展做出了巨大贡
献，然而抗生素的耐药性正在以惊人的速度发
展［18－20］，数月到数年的时间内，抗生素便会在临
床上表现出显著地耐药性［21］。细菌可以通过主动
外排、产生水解酶或钝化酶破坏抗生素的功能结构
域、改变目标靶点结构等方式产生对抗生素的耐药
性［22－25］。而抗菌肽来源于生物体本身，其抗菌机
理独特，不易产生耐药性，抗菌活性强。抗菌肽可
直接引起宿主先天性免疫应答，并能对广泛的病原
菌做出高效而迅速的反应，甚至对成团细菌也起作
用，因而将作其为一种新型的生物药物替代现有的
化学类抗生素，具有广阔的应用前景［4－5，26－28］。但
直接从生物体内提取抗菌肽过程复杂且成本高，不
适于未来产业化的要求，目前，公认的最有效方法
是利用基因工程表达系统进行体外表达。
3. 1 表达系统与表达载体的选择
为了获得高表达量的目的蛋白，通常需要建立
基因的体外高效表达系统。常用的体外表达系统有
原核表达系统、酵母表达系统、昆虫杆状病毒表达
系统和哺乳动物细胞表达系统。作为真核表达系
统，酵母表达系统兼有原核和高等真核系统的优
点，其繁殖快，可进行规模化高密度发酵，表达量
高，操作简单，成本低廉，且蛋白翻译后能进行正
确加工和修饰，合理的空间折叠，从而使表达出的
蛋白具有生物活性。为确定 SCY2 的抗菌功能，本
实验室根据 SCY2 成熟肽编码序列，构建了 pTrc－
CKS /SCY2融合基因的原核表达载体，将表达载体
质粒转化至大肠杆菌，以 IPTG 诱导表达，表达产
物主要以包涵体形式存在，通过变性复性和金属鳌
合层析纯化获得融合蛋白 CKS－SCY2，用 3C 蛋白
酶酶切后，纯化获得重组蛋白 SCY2［12］。用该方法
获得的 SCY2原核融合表达虽然表达量较高，但多
以包涵体形式存在，需要进行变性复性以及二次酶
切，步骤较繁琐，难以直接获得大量具有天然活性
的抗菌肽。因此，本研究中设计构建了抗菌肽
SCY2的真核表达载体 pPIC9K－SCY2，转入毕赤酵
母 GS115中，用甲醇诱导表达，易于在体外表达
并获得了大量具有天然活性的抗菌肽 SCY2。
3. 2 抗菌肽 SCY2的抗菌活性
重组表达的 SCY2的抗菌试验结果表明，抗菌
肽 SCY2对革兰氏阳性菌，如溶壁微球菌具有较强
的抗菌活性 (MIC= 12. 5 ～ 25. 0 μmol /L) ，对藤黄
微球菌、谷氨酸棒杆菌具有一定的抗菌活性
(MIC= 25～50 μmol /L) ，对革兰氏阴性菌无抗菌活
性 (MIC＞50 μmol /L)。
SCY2虽然具有一定的抗菌效果，但并非对所
有细菌都具有较好的抑杀效果。本研究中，进一步
将抗菌肽 SCY2与青霉素、链霉素和四环素 3 种常
用的抗生素进行协同抗菌试验，抗菌试验的菌株为
大肠杆菌模式菌株、荧光假单胞菌、弗氏志贺氏菌
和施氏假单胞菌 4种革兰氏阴性菌，以探究抗菌肽
SCY2 与被测的 3 种抗生素的协同抗菌作用，为抗
菌肽替代或部分替代抗生素的使用奠定理论基础。
抗菌试验结果表明，抗菌肽 SCY2 与四环素对荧光
假单胞菌的抑杀具有协同作用，抗菌肽 SCY2 与青
霉素对施氏假单胞菌的抑杀具有增强作用。可见，
抗菌肽 SCY2与抗生素协同使用时，在一定程度上
可以减少使用抗生素的种类或降低抗生素的用量。
较低浓度的抗生素与抗菌肽协同使用比单独使用高
浓度的抗生素抗菌效果更好，可有效地减少抗生素
的使用，降低食品中抗生素的残留风险。
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Expression，purification and antimicrobial activity of SCY2 from
mud crab Scylla paramamosain in yeast Pichia pastoris
PENG Hui1，2，LIU Jie1，CHEN Hui－yun1
(1． College of Ocean and Earth Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102，China;2． State－Province Joint Engineering Laboratory of Marine Bio-
products and Technology，Xiamen 361102，China)
Abstract:A 300 bp cDNA sequence of SCY2，as an anionic antimicrobial peptide recently identified from the se-
minal plasma of mud crab Scylla paramamosain，encoding mature peptide，was cloned into yeast Pichia pastoris by
the secreted expression vector of pPIC9K，and then induced by methanol to gain more detailed information on its
antimicrobial activity． The recombinant product was identified using MS－ fingerprinting． The results showed that re-
combinant plasmid pPIC9K－SCY2 was constructed successfully，and the clone of GS115 /pPIC9K－SCY2 induced
by 0．5% methanol for 24 h，with a stable expressed product with molecular weight of about 11 000，whose molecu-
lar weight was consistent with the calculated molecular weight of SCY2． The purified recombinant protein was identi-
fied by mass spectrum analysis，and 6 peptide segments of recombined SCY2 were sequenced correctly using mass
spectrum． The recombinant product of SCY2 was shown to have the activity against Gram－positive bacteria，without
activity against Gram－negative ones (＞50 μmol /L)． Synergistic antibacterial test of SCY2 with penicillin，strepto-
mycin and tetracycline revealed that SCY2 combined with tetracycline had synergistic antibacterial function against
Pseudomonas fluorescens，especially combination of SCY2 with penicillin against Pseudomonas stutzeri． The findings
indicate that the combined use of low concentrations of antibiotics and antimicrobial peptides can effectively reduce
the amount of antibiotics and the risk of antibiotic residues in food．
Key words:Scylla paramamosain;SCY2;Pichia pastoris;antimicrobial activity;synergy
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